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食品中に存在する抗酸化物質の摂取は，種々の病
気の予防および治療においてますます重要になって
きている。特に，ビタミンC，ビタミンE，カロテ
ン，植物由来のフェノール化合物などは，活性酸素
種を消去する食品成分として多くの研究がなされて
いる。
一方，ペルオキシナイトライトは次の化学反応式
で示されるように，活性酸素の一つであるスーパー
オキシドラジカルと一酸化窒素から生体内で非酵素
的に生成する活性窒素種のひとつである。
・O－2＋・NO→ONOO－
この物質はラジカルではないが生理的条件下での
半減期が1～2秒で，二酸化炭素（CO2）の存在下で
はさらにその反応性は高まり，タンパク質を始めと
して核酸や脂質などを酸化，ニトロ化し，各種酵素
活性を阻害あるいは活性化する1）～5）。また，ミト
コンドリア膜の傷害，呼吸鎖や酸化的リン酸化経路
の傷害を通して病気の進行や神経細胞の死に関わっ
ていると考えられる6）,7）。さらに，タンパク質中
のチロシン残基のニトロ化が通常の老化過程で増加
することも報告されている8）～10）。近年では，この
タンパク質のニトロ化はタンパク質生合成後のリン
酸化やアデニリル化のように酵素活性や機能等を変
化させ，体内での様々な調節を担っていることも推
察され，直接或いは間接的に生理的影響や老化と広
く関連している可能性が考えられている。ペルオキ
シナイトライトを直接消去する酵素やニトロ化され
たタンパク質を脱ニトロ化する酵素はその存在が示
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Peroxynitrite,whichisformedfrom thereactionofsuperoxideradicalandnitricoxide,
cancausespecificstructuralmodificationsinproteinssuchastheadditionofanitrogroup
ontoaromaticresidues.Thesemodificationscancauseperturbationsinthepropertiesofthe
proteins, such as conformation, catalytic activity, susceptibility to proteolysis, and
immunogenicity,resultinginseveralhumandiseases.
Finding a specific peroxynitrite scavenger is,therefore,ofconsiderable importance.
Accordingly,weassessed thescavenging ability ofseveralbiomoleculespurchased from
commercialsourcesonnitrationofaproteinbyperoxynitriteatphysiologicCO2conditionin
vitro. Insixteenmoleculestested,reducedredox-cofactors,andpolyphenol-compoundswere
effectivescavengersagainstperoxynitrite-mediatedproteinnitrationinvitroandoneofthese,
epigalocatechinewasthemosteffective. Itwasalsonoticedthattryptophanandserotonin
creatininesulfatepossessedrelativelyhighscavengingabilitiesagainstperoxynitrite-mediated
proteinnitrationinvitro.
Keywords:peroxynitritescavengingabilities（ペルオキシナイトライト消去能），proteinnitration
（タンパク質のニトロ化），biomolecule（生体分子）
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唆されてはいるが，まだ確証には至っていない。現
段階ではペルオキシナイトライトは酵素活性を阻害
する報告が多い1）～5）。またヒトや動物の病理組織
で多く認められるニトロチロシンは，タンパク質中
のチロシン残基がニトロ化されて生じたものであり，
これにペルオキシナイトライトが関与しているとの
報告11）もあることなどから，ペルオキシナイトラ
イトが生体にとっての毒性的作用を持つと見る向き
が多く，抗酸化物質の場合と同様，ぺルオキシナイ
トライトの作用を特異的に抑制する物質の検索への
期待は大きい。このような背景から，ペルオキシナ
イトライトの作用を抑制する食品成分天然物質の
検索も行われ， zingerone12）， flavonoids13），
sinapinicacid14），anthocyanin15），polyphenol16）
等でその効果が報告されている。
ペルオキシナイトライト毒性消去能の評価測定に
は，ジヒドロローダミン123の酸化を蛍光測定する
方法17），エバンス ブルー色素の退色を分光学的
に測定する方法18），ペルオキシナイトライトに依
存したチロシンのニトロ化能の抑制率をHPLCを
用いて分光学的に測定する方法13），タンパク質とニ
トロチロシン抗体を用いたELISA分析19），Western
Blotting分析12）,16）,20）等があるが，ペルオキシナ
イトライトが直接タンパク質をニトロ化する能力の
抑制能を分光学的に評価した報告はない。そこでこ
の報告では，重炭酸イオンの存在する生理的条件に
比較的近い条件下で，ペルオキシナイトライトが牛
血清アルブミンに及ぼす分光学的影響について検討
し，その結果を用いて，生体関連低分子化合物によ
る毒性消去能を検討した。
実 験 方 法
試薬試料
ウシ血清アルブミン（A-7906），epigalocatechine，
quercetin，serotonincreatininesulfate，ferulic
acid，NAD，NADPはSigma-AldrichJapan（株）
製，ペルオキシナイトライト溶液は同仁化学（株）
製，sinapinicacid，pyrroloquinolinequinineは
関東化学（株）製，epicatechin，glutathione（還元
型），riboflavinは和光純薬工業（株）製，NADH，
NADPHはオリエンタル酵母（株）製を，その他の
試薬は市販の特級試薬を用いた。ペルオキシナイト
ライト処理したウシ血清アルブミンと低分子物質の分
離にはGEHealthcareBio-Sciences（旧Amersham
Biosciences）（株）製のPD-10カラムを用いた。
ペルオキシナイトライトによるウシ血清アルブ
ミンのニトロ化の濃度依存性
ペルオキシナイトライトとウシ血清アルブミンの
反応はつぎに示す組成の溶液中で行った。ウシ血清
アルブミン:1mg，ジエチルトリアミン五酢酸:0.1
μmol，炭酸水素ナトリウム:25μmol，リン酸緩
衝液（pH7.4）:200μmolを含む水溶液1ml（溶液
A）を用意した。この溶液の425nmでの吸光度を
測定後，5分間37℃ に保持し，そこに約100mM
ペルオキシナイトライト溶液を1回の添加で終濃度
0.33mMになるように素早く添加混合し0.33mM
ペルオキシナイトライト処理溶液とした。この溶液
を1分間37℃ に保持した後，再度425nmでの吸
光度を測定した。終濃度0.67mM，1.00mMペル
オキシナイトライト処理溶液に関しては同様の方法
でさらに1回の添加で0.333mMずつの増加になる
よう2回および3回に分けてペルオキシナイトライ
トを添加した。ペルオキシナイトライトの添加によ
る溶液の体積変化は無視した。
ペルオキシナイトライト消去能の測定
ペルオキシナイトライト消去能は溶液Aの蒸留
水部分の一部を生体関連低分子物質の溶液に置き換
え，以下の方法で生体関連物質の有無に依る結果の
違いから評価した。
溶液Aにさらに生体関連物質溶液（後述）を添加
（サンプル）あるいは非添加下（コントロール）で全
体量を1mlとした。また，生体関連物質自身がペ
ルオキシナイトライトと反応し発色する可能性やウシ血
清アルブミンとの相互作用を考慮して，ウシ血清ア
ルブミンを添加していない溶液A（全体量0.90ml）
に生体関連物質を添加したもの（ブランク）を用意
した。それぞれのペルオキシナイトライト処理は
0.33mMずつ，3回に分けて行い，ブランクに関し
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てはペルオキシナイトライトを3回加えた2分後に
規定量のウシ血清アルブミンを加えて，いずれもペ
ルオキシナイトライト最終濃度を1mMとした。
反応後，サンプル，コントロール，ブランク各溶液
の425nmでの吸光度を測定後，これらをあらかじ
め 0.1M 炭酸水素アンモニウムで平衡化してある
PD-10カラムに通過させ，ウシ血清アルブミンを
含む溶液部分を回収した。つまりPD-10カラムの
ゲルに試料溶液が完全に吸収されたのち0.1M 炭
酸水素アンモニウム2.0mlずつをカラム上部にの
せ，カラム下方から出る溶出液を2.0mlずつ分取
した。目的タンパク質が2mlから3.5mlの間にそ
のほとんどが溶出するのを確認し，溶出 2.0mlから
4.0mlまで（Total2.0ml）を集め，各溶液の425nm
での吸光度を再度測定した。このときそれぞれサン
プル，コントロール，ブランク溶液の425nmでの
吸収を，サンプルES，コントロールEC，ブランク
EBとし，次に示す式に従いニトロ化抑制率を計算
した。
ニトロ化抑制率＝［1－｛EC－（ES－EB）｝/EC］×100
なお，生体関連物質の水溶液が可視部に吸収をも
たず，PD-10カラムを通過させる前のブランク溶
液が425nmにおいて吸収を持たない場合は，PD-
10カラムを通過させる前の各吸光度からニトロ化
抑制率を計算した。
生体関連物質溶液の調製と反応混合液中での濃度
ぺルオキシナイトライトのタンパク質に対する酸
化ニトロ化能を抑制する生体関連物質の検索は市
販の試薬を用いた。 Tryptophan， serotonin
creatininesulfate，pyrroloquinolinequinone，
NAD，NADP，NADH，NADPH，riboflavin，L-
ascorbicacid，glucoseは蒸留水に，sinapinicacid，
ferulicacid，epicatechinはジメチルスルフォキシ
ドに10mM濃度になるよう溶解し，それぞれ溶液
Aでの最終濃度がtryptophanの場合は1.0mM，
それ以外は 0.3mM となるように添加した。L-
ascorbicacidを蒸留水に溶解する場合は，蒸留水
および容器をあらかじめ窒素置換して嫌気的に溶解
した。Epigalocatechinは1mMに，quercetinは
0.5mMに蒸留水で溶解し，それぞれの最終濃度が
0.3mM，0.2mMになるよう調整した。
結果および考察
ペルオキシナイトライト添加量とウシ血清アル
ブミンの425nmでの吸光度増加
ウシ血清アルブミン1mg/ml溶液にペルオキシ
ナイトライトを無添加および0.33mM，0.67mM，
1.00mM添加した時，溶液の色は濃度に依存して
黄色味が増し，その各吸収スペクトルを Fig1A
に示した。425nmでの吸光度はFig1Bのように
なった。この吸光度増加は，アルブミン中のチロシ
ン残基がニトロ化され3-ニトロチロシン残基に変
化しているものと推定される。このことから，少な
くともペルオキシナイトライト処理最終濃度が
1mMまでは，ペルオキシナイトライトの添加量と
ウシ血清アルブミンの425nmにおける吸光度の増
加には，非常に良い比例関係が成立することが判明
した。
生体関連物質によるペルオキシナイトライト消
去能の測定
ペルオキシナイトライトの添加量に応じ，ウシ血
清アルブミンの化学修飾による425nmの吸光度増
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Fig1 ペルオキシナイトライトとウシ血清
アルブミンの反応
（Ａ） ペルオキシナイトライト処理によるアルブミンの吸収ス
ペクトル変化
ペルオキシナイトライト処理濃度 a:0mM，b:0.33mM，
c:0.67mM，d:1.00mM
（Ｂ） ペルオキシナイトライト添加濃度と吸光度（425nm）
加が正比例の関係にあることから，同じ反応混液に
あらかじめいくつかの生体関連物質を添加した場合
のウシ血清アルブミンの化学修飾の抑制効果に関し
て検討した（表 1）。終濃度はtryptophanの場合
は 1.0mM，quercetinは 0.2mM に，それ以外は
0.3mMとなるように添加した。
これらの結果から，polyphenol類，flavonoid類，
生体内還元物質，tryptophan関連物質にその抑制
効果が認められ，特にepigalocatechinにおける抑
制効果が顕著であった。
Polyphenol類や flavonoid類の消去能に関して
は既に多くの報告13）～16）がされ，強力なscavenger
として p-coumaricacid，ferulicacid，sinapinic
acid，caffericacid，pelargonidin，catechin，
epicatechin，quercetinが挙げられているが，今回
のferulicacid，sinapinicacidでの結果は，評価
法の違いも関係しているのか，それらより小さく評
価された。また，アミノ酸に関してはtyrosine，
tryptophanにその消去能が認められている20）。な
お，sinapinicacid，ferulicacid，epicatechinを
溶解するのに用いたジメチルスルフォキシドのみを
添加した場合でも，反応混液に0.03ml（3％）存在
したときに約20％弱の抑制効果を示したことから，
sinapinicacid，ferulicacid，epicatechinの抑制
効果は，さらに小さく評価されるべきかもしれない。
一方，ジメチルスルフォキシド単独によるニトロ化
抑制能に関しては加藤ら19）が10％濃度ではほとん
どその効果が見られないのに対し，1％濃度では約
10％近くの抑制効果があることを報告しており，
この溶媒を使用した実験での評価はさらに詳細な検
討が必要である。また，sinapinicacid，ferulicacid，
epicatechinを用いた時は，ペルオキシナイトライ
ト処理したウシ血清アルブミンとこれら低分子ある
いはその誘導体がPD-10カラムを用いた分子篩効
果やODSカラムを用いたHPLCで分離されなかっ
た（未発表データ）ことから，これら低分子物質が
タンパク質と結合し，両者の間に何らかの相互作用
が生じ，425nmの吸光度に影響している可能性も
考えられる。
今回はinvitroの実験ではあるが，生体内に存在
する還元型補酵素やserotonincreatininesulfate，
tryptophanがペルオキシナイトライトの消去に関
与している可能性を示唆した。また，食物として摂
取するcatechin類等も消去に有効である可能性が
認められた。
なお，ペルオキシナイトライト消去能に関する評
価法の妥当性に関しては，ペルオキシナイトライト
による酵素の活性阻害の抑制効果やELISA法によ
る分析など，異なったいくつかの評価法で現在検討
中である。
要 約
生体物質によるペルオキシナイトライト消去能を，
ウシ血清アルブミンのニトロ化抑制率で評価した。
Polyphenol類や還元型補酵素にその効果が顕著に
認められた他，tryptophanやserotonincreatinine
sulfateにも強力な抑制効果が確認された。
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表 1 生体関連物質のニトロ化抑制率
抑制率（％）
Sinapinicacid 24.9±0.8
Ferulicacid 42.5±0.8
Epicatechin 18.2±3.2
Epigalocatechin 75.4±2.1
Quercetin＊1 20.4±0
NADP －6.2±4.9
NADPH 47.0±2.1
NAD 6.8±5.1
NADH 42.6±2.6
Glutathione（reducedform） 56.1±0
Riboflavin －3.0±0.2
Pyrroloquinolinequinine 0±0
Serotonincreatininesulfate 67.6±1.6
Tryptophan＊2 51.9±0
L-Ascorbicacid 62.6±1.3
Glucose 0±0
DMSO（0.03ml） 19.7±0
＊1:0.2mM，＊2:1.0mM
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